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RINGKASAN
Kulit buah kakao yang jumlahnya melimpah di Sulawesi Selatan adalah
limbah kurang dimanfaatkan. Padahal kulit kakao memiliki kandungan
kimia yang dapat dijadikan sebagai substrat dalam memproduksi enzim
diantaranya adalah enzim amilase. Salah satu metode yang  dapat
digunakan untuk menghasilkan enzim adalah dengan metode fermentasi
media padat. Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetahui suhu dan
lama pemanasan substrat (kulit kakao dan dedak padi) serta lama
inkubasi yang optimum dalam memproduksi enzim. Proses produksi
enzim dilakukan dengan menginokulasikan larutan spora (Aspergillus
niger dan Aspergillus oryzae) ke dalam media steril (kulit kakao dan dedak
padi) yang telah diberi perlakuan pemanasan A1 (121oC selama 30
menit), A2 (100oC selama 90 menit) dan A3 (100oC selama 60 menit),
kemudian diinkubasi selama B1 (24 jam), B2 (48 jam), B3 (72 jam) dan B4
(96 jam), selanjutnya enzim diekstraksi dan dianalisa aktivitas enzimnya.
Pengolahan data menggunakan analisis sidik ragam metode RAL pola
faktorial dengan dua kali ulangan. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa
enzim α-amilase dan glukoamilase optimum diproduksi setelah masa
inkubasi 96 jam. Sedangkan suhu pemanasan optimum untuk enzim α-
amilase dari Aspergillus oryzae adalah 121oC selama 30 menit dan 100oC
selama 90 menit dari kultur Aspergillus niger. Sedangkan aktivitas
optimum enzim glukoamilase diproduksi pada pemanasan 100oC selama
60 menit.
Kata kunci : Amilase, Kulit Kakao, Fermentasi Media Padat,
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae.
Munirah Muchtar (G31109005). Utilization of Cocoa Shell as Solid
State Fermentation (SSF) to Produce Amylase Enzyme by Aspergillus
niger and Aspergillus oryzae Supervised by Mariyati Bilang and
Amran Laga.
ABSTRACT
The Cocoa shell is produced a lot in South Sulawesi. It is still less
in usage. However, it has some chemical components that are useful as
substrate in producing enzyme, such as amylase. One of methods in
producing enzyme was solid state fermentation. This research aimed to
know the temperature and heated of substrates (Cocoa shell and rice
brand), as well as the incubation periods which was optimum in producing
enzyme. Enzyme produced by inoculated spores suspension (Aspergillus
niger and Aspergillus oryzae) to the sterile medium (cocoa shell and rice
bran) that had been heated 121oC for 30 minutes (A1), 100oC for 90
minutes (A2) and 100oC for 60 min (A3), then incubated for 24 hours (B1),
48 hours (B2), 72 hours (B3) and 96 hours (B4), then the enzyme was
extracted and analyzed enzyme activity. Data was processed by analysis
of variance methods factorial with two replications. The results of this
research showed that the optimum activity for both types of enzyme
(α-amylase and glukoamylase) was 96 hours incubation time.
Optimum heating temperature for α-amylase enzyme of Aspergillus
Oryzae was 121oC for 30 minutes and 100 oC for 90 minutes of Aspergillus
Niger. On the other side, optimum activity of glucoamylase enzyme was
produced at 100 oC heating for 60 minutes long.
Keywords :  Amylase, Cocoa shell, Solid State Fermentation (SSF),
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae.
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I. PENDAHULUAN
1. Latar Belakang
Prinsip fermentasi padat telah lama dikenal di Indonesia, yaitu
fermentasi koji. Metode fermentasi ini banyak diterapkan dalam
pembuatan makanan tradisional seperti tempe, tauco, oncom,
dansebagainya. Metode fermentasi padat dalam ilmu mikrobiologi
dikenal istilah Solid State Fermentation (SSF), yaitu metode fermentasi
yang dilakukan dengan menumbuhkan mikroorganisme dalam partikel
substrat yang tidak larut namun memiliki kandungan air
yang cukup untuk pertumbuhan mikroorganisme (Suhartono, 1989).
Substrat yang digunakan dalam fermentasi padat biasanya
digunakan dari limbah hasil pertanian. Hal ini karena limbah hasil
pertanian mengandung nutrisi dan mampu menyerap air,
untuk pertumbuhan mikroorganisme (Anonim, 2010b).
Indonesia memiliki areal perkebunan yang sangat luas.
menurut data BPS Sulawesi Selatan, luas area perkebunan kakao
di Sulawesi Selatan tahun 2011 yaitu 274.760 Ha. Dari hasil
perkebunan kakao, yang umum digunakan adalah biji kakao,
sedangkan bagian yang lainnya kurang termanfaatkan dan menjadi
limbah. Limbah buah kakao yang paling banyak adalah dari kulit buah
kakao, karena pada buah kakao 74%nya merupakan kulit buah kakao.
Hal inilah yang menjadikan limbah kulit kakao melimpah di Sulawesi
Selatan (Taufik, 1992).
Kulit buah kakao dapat dimanfaatkan sebagai media
pertumbuhan mikroba dalam menghasilkan enzim. Dalam kulit buah
kakao basah mengandung kadar air 84,24-86,03%;  lemak kasar 0,74-
1,23%; protein kasar 0,90-1,07%; gula reduksi 0,80-0,97%; tannin 0,08-
0,82%; kafein 0,04-0,12%; serat kasar 0,52-4,68; abu 0,55-1,57%
(Anonim, 1991). Kandungan kimia pada kulit buah kakao dapat
dimanfaatkan oleh Aspergillus oryzae dan Aspergillus niger untuk
memproduksi enzim (Mangasi, 1995). Pada penelitian ini kulit kakao
yang digunakan adalah kulit kakao campuran dari jenis kakao Lindak
dan kakao Mulia.
Selain kulit buah kakao, limbah pertanian lain yang juga dapat
digunakan sebagai substrat pertumbuhan mikroba produksi enzim
adalah dedak padi. Selama ini dedak padi umumnya hanya digunakan
sebagai pakan ternak dan belum ada usaha pemanfaatan yang
menjajikan dan memberi nilai ekonomi yang tinggi, padahal dalam
dedak padi mengandung karbohidrat 46,6%, protein 14,6%, lemak
13,4%, vitamin B; thiamin 27,9%, piridoksin 32,1%, asam panthothenat
71,3% dan nisin 408,6% (Matz, 1970).
Enzim banyak digunakan dalam industri karena enzim
merupakan biokatalisator, yang artinya, enzim dapat meningkatkan
kecepatan reaksi kimia (Marks, 2000). Enzim juga merupakan produk
yang memiliki nilai ekonomi yang tinggi. Salah satu
jenis enzim yang banyak dimanfaatkan dalam industri
adalah amilase (Pandey, 2000)
Amilase banyak digunakan dalam berbagai keperluan,
khusunya dalam industri pangan dan tekstil. Amilase digunakan dalam
industri gula cair, pembuatan pati termodifikasi, desizing tekstil
(Anonim, 2010a). Amilase terdapat pada tanaman, jaringan mamalia
dan tersebar luas pada berbagai mikroba (Suhartono, 1989).
akan tetapi memproduksi enzim dengan menggunakan mikroba lebih
menguntungkan dibandingkan dari sumber lainnya karena dapat
menghasilkan enzim dengan cepat dan biaya produksinya
lebih murah serta isolasi enzimnyapun relatif lebih mudah.
Mikroba yang mampu menghasilkan amilase diantaranya
adalah Aspergillus oryzae dan Aspergillus niger.
Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mempelajari
pemanfaatan kulit buah kakao sebagai media pertumbuhan
kapang A. oryzae dan A. niger untuk memproduksi enzim amilase.
Selain itu, juga untuk mempelajari suhu sterilisasi media pertumbuhan
kapang yang memproduksi enzim amilase dan analisa optimasi
aktivitas enzim yang dihasilkan.
Rumusan masalah
Kulit buah kakao yang jumlahnya melimpah di Sulawesi Selatan
adalah limbah kurang dimanfaatkan. Sejauh ini, kulit buah kakao hanya
terbuang begitu saja atau hanya digunakan sebagai pupuk di area
perkebunan kakao. Salah satu manfaat kulit kakao adalah untuk media
atau substrat untuk memproduksi enzim amilase menggunakan
mikroorganisme (A. niger dan A. oryzae) dengan sistem fermentasi
padat atau Solid State Fermentation (SSF), yaitu metode fermentasi
dengan kondisi substrat yang tidak larut dan tidak terdapat air bebas di
sekitar permukaan media. Agar nutrisi (terutama karbon dan nitrogen)
yang terdapat dalam media (kulit kakao dan dedak padi) dapat
digunakan secara optimum oleh mikroba, maka perlu dilakukan
perlakuan pemanasan pada substrat (kulit kakao dan dedak padi).
Selain itu, mengkaji aktivitas enzim  dengan mengukur penurunan berat
kering kultur kapang dari setiap periode waktu inkubasi.
Tujuan Penelitian
1. Mengkaji pengaruh waktu dan suhu pemanasan media
pertumbuhan (kulit kakao dan dedak padi) kultur kapang
Aspergillus niger dan Aspergillus oryzae terhadap aktivitas enzim
amilase yang dihasilkan.
2. Mengkaji produktivitas enzim amilase yang dihasilkan menurut
waktu inkubasi kultur jamur (Aspergillus niger dan Aspergillus
oryzae) yang diukur melalui hasil hidrolisis enzim amilase terhadap
substratnya (pati terlarut).
II. TINJAUAN PUSTAKA
A. Produksi Enzim oleh Mikroba
1. Umum
Mikroorganisme (bakteri, khamir, kapang) telah lama
dimanfatkan oleh manusia mulai dari 8000 tahun yang lalu dalam
pembuatan dan produksi makanan dan minuman, seperti roti, keju,
bir, anggur, dsb. Mikroba mengandung kira-kira 2000-3000 jenis
biokatalisator enzim yang mengkatalisis reaksi biokimiawi.
Keragaman biokimiawi mikroorganisme membuat mahluk ini
berpotensi sebagai sumber berbagai jenis enzim (Suhartono, 1989).
Kapang memiliki kemampuan mengurai aneka substrat
organik di alam. Amylomyces rouxii, Aspergillus oryzae, A. awamori,
Rhizopus oryzae merupakan penghasil α-amilase dan glukoamilase
yang terbaik (Gandjar, dkk., 2006). Kemudian menurut Suhartono
(1989), kapang Aspergillus niger dan Aspergillus oryzae merupakan
kapang penghasil amilase, glukoamilase, protease, laktase, katalase,
glukosa oksidase, lipase, selulase, hemiselulase dan pektinase.
Kapang adalah penghasil enzim yang diproduksi secara
ekstraseluler (Rani, 2009). Enzim ekstraseluler merupakan enzim
yang dihasilkan sel kemudian dikeluarkan melalui dinding sel ke
medium sekitarnya dan bereaksi memecah bahan organik tanpa
tergantung pada sel yang melepaskannya. Enzim intraseluler
dihasilkan di dalam sel yang pada bagian membran sitoplasma.
Enzim tersebut melakukan metabolisme di dalam sel (Frost, 1987).
Enzim-enzim ekstraselular pada umumnya bersifat
terinduksi, dimana produksinya akan meningkat jika ada substrat
yang sesuai di sekelilingnya. Tanpa induksi, enzim tetap diproduksi
tetapi dalam jumlah kecil. Enzim ekstraselular akan menghidrolisa
makromolekul di luar sel menjadi komponen yang lebih larut,
sehingga dapat diserap ke dalam sel dengan sistem
transport tertentu. Komponen-komponen makromolekul tersebut
pada umumnya digunakan sebagai sumber karbon
dan energi (Fardiaz, 1988).
2. Aspergillus niger
Aspergillus niger adalah kapang anggota genus Aspergillus,
famili Eurotiaceae, ordo Eutiales, sub-klas Plectomycetetidae, kelas
Ascomycetes, sub-divisi Ascomycotina dan divisi Amastigmycota
(Hardjo etal. 1989). A. niger mempunyai kepala pembawa konidia
yang besar yang dipak secara padat, bulat dan berwarna hitam,
hitam-coklat atau ungu-coklat. Konidianya besar dan mengandung
pigmen. Kebanyakan galur dalam grup ini mempunyai skleeotia yang
berwarna abu-abu sampai hitam. Beberapa galur digunakan dalam
produksi asam sitrat, asam glukonat dan enzim (Fardiaz, 1992).
A. niger dalam pertumbuhannya berhubungan langsung
dengan zat makanan yang terdapat dalam substrat, molekul
sederhana yang terdapat disekeliling hifa dapat langsung diserap
sedangkan molekul yang lebih kompleks harus dipecah dahulu
sebelum diserap ke dalam sel, dengan menghasilkan beberapa
enzim ekstra seluler seperti protease, amilase, mananase,
dan α-glaktosidase. Bahan organik dari substrat digunakan oleh
Aspergillus niger untuk aktivitas transport molekul, pemeliharaan
struktur sel, dan mobilitas sel (Rahman, 1989).
Terdapat 23 jenis enzim yang telah diidentifikasi dari
Aspergillus niger dan 20 jenis enzim dari Aspergillus oryzae (Tauber,
1950). Menurut Reed (1966), enzim-enzim komersil yang dihasilkan
dari Aspergillus niger adalah amilase, glukoamilase, selulase,
pektinase, glukosa oksidase dan katalase. Beberapa jenis enzim
yang telah diproduksi secara komersial dapat dilihat pada Tabel 1.
Tabel 1. Produksi enzim dari Aspergillus niger dan Aplikasinya
Enzim Aplikasi




Protease Industri makanan, membantu
pencernaan
Glukosa oksidase untuk menghilangkan oksigen
atau glukosa dari berbagai
makanan, industri telur kering
Naringinase menghilangkan rasa pahit dan




Aspergillus oryzae termasuk spesies yang penting dalam
fermentasi beberapa makanan tradisional dan untuk memproduksi
enzim, tetapi kapang dalam grup ini juga sering menyebabkan
kerusakan makanan. Aspergillus oryzae digunakan dalam fermentasi
tahap pertama dalam pembuatan kecap dan tauco (Fardiaz, 1992).
Aspergillus oryzae memiliki kepala konidia berbentuk bulat,
berwarna hijau pucat agak kekuningan, dan bila tua menjadi coklat
redup. Konidifor berbentuk berwarna hialin dengan panjang
4-5 mm, dan umumnya berdinding kasar. Vesikula berbentuk
semibulat, dan berdiameter 40-80 µm. Fialid terbentuk
langsung pada vesikula atau pada metula, dan berukuran
(10-15) x (3-5) µm (Gandjar, dkk., 1999).
Fungi memerlukan nutrient untuk pertumbuhannya. Nutrient
berupa unsur-unsur atau senyawa kimia, dari lingkungan digunakan
sel sebagai konstituen kimia penyusun sel. Secara umum,
nutrient yang diperlukan  dalam bentuk karbon, nitrogen,
sulfur, kalium, magnesium, natrium, kalsium, nutrient mikro
(besi, mangan, zinc, kobalt, molybdenum) dan vitamin (Gandjar,
dkk., 2006). Aspergillus dengan baik tumbuh pada suhu 35-37oC dan
pada selang pH 2 - 8,5 (Frazier, 1978).
B.Media dan Lingkungan Pertumbuhan Kapang
Mikroba memerlukan nutrient dengan komposisi tertentu untuk
tumbuh dan membelah diri, komposisi nutrient untuk pertumbuhan
mikroba berbeda bagi mikroba yang berbeda. untuk kapang berfilamen,
rata-rata mengandung 10-25% protein, 1-3% asam nukleat, 20-50%
lipida (% berat kering). Sejumlah mineral dan unsur hara terdapat di
dalam tubuh mikroba untuk menjalankan fungsi khusus; K, Ca, Mg, Fe,
Co, Zn dan Mo. Dengan sendiriya kandungan kimiawi ini
mempengaruhi kebutuhan nutrient untuk menunjang penggandaan sel
dan pertumbuhannya (Suhartono, 1989).
Substrat merupakan sumber nutrien utama bagi fungi.
Nutrien-nutrien baru dapat dimanfaatkan sesudah fungi mengeksresi
enzim-enzim ekstraselular yang dapat mengurai senyawa-senyawa
kompleks dari substrat tersebut menjadi senyawa-senyawa yang lebih
sederhana (Gandjar, dkk., 2006).
Pertumbuhan kapang mengikuti pola pertumbuhan
mikroorganisme pada umumnya, yaitu diawali dengan fase adaptasi.
Pada fase adaptasi, mikroba akan menyesuaikan diri dengan kondisi
lingkungan disekitarnya. Lamanya fase adaptasi dipengaruhi oleh
medium dan lingkungan pertumbuhan. Jika medium dan lingkungan
pertumbuhan sama seperti medium dan lingkungan sebelumnya,
mungkin tidak diperlukan waktu adaptasi. Tetapi jika nutrient yang
tersedia dan kondisi lingkungan yang baru berbeda dengan
sebelumnya, diperlukan waktu penyeseuian untuk mensintesa
enzim-enzim. Selanjutnya yaitu fase log/pertumbuhan eksponensial,
pada fase logaritmik mikroba membelah dengan cepat dan konstan dan
pada fase ini kecepatan pertumbuhan sangat dipengaruhi oleh media
tempat tumbuhnya seperti pH dan kandungan nutrien, juga kondisi
lingkungan termasuk suhu dan kelembaban udara. Fase stasioner, fase
ini merupakan suatu keadaan seimbang antara laju pertumbuhan
dengan laju kematian, sehingga jumlah keseluruah mikroba yang hidup
akan tetap. Fase kematian, pada saat medium kehabisan nutrien maka
populasi mikroba akan menurun jumlahnya, Pada saat ini jumlah sel
yang mati lebih banyak daripada sel yang hidup (Fardiaz, 1988). Fase
pertumbuhan mikroba dapat dilihat pada Gambar 1.
Waktu
Gambar 1. Fase Pertumbuhan Mikroba
Keterangan:
1. Fase adaptasi












1. Kulit Buah Kakao
Kulit buah kakao (shel fod husk) merupakan limbah
agroindustri yang dihasilkan tanaman kakao (Theobroma cacao L.).
Buah coklat terdiri dari 74 % kulit buah, 2 % plasenta dan 24 % biji
(Nasrullah, 1993). Persentase komposisi kimia kulit kakao pada
Tabel 2 memberikan informasi bahwa kulit kakao merupakan bahan
yang cukup potensial untuk dimanfaatkan (Saleh, 1998). Komposisi
kimia kulit kakao basah dapat dilihat pada Tabel 2.
Tabel 2. Komponen Kulit Kakao Basah
Komponen Persentase (%)
Air 57,75











Dedak padi merupakan hasil ikutan penggilingan padi yang
berasal dari lapisan luar beras pecah kulit dalam proses penyosohan
beras. Proses pengolahan gabah menjadi beras akan menghasilkan
dedak padi kira-kira sebanyak 10%, pecahan-pecahan beras atau
menir sebanyak 17%, tepung beras 3%, sekam 20%
dan berasnya sendiri 50%. Persentase tersebut sangat bervariasi
tergantung pada varietas dan umur padi, derajat penggilingan serta
penyosohannya (Grist, 1972).
C.Amilum (Pati)
Amilum atau dalam bahasa sehari-hari disebut
juga pati adalah polimer karbohidrat dengan rumus molekul
(C6H10O5)n. (Poedjiadi, 1994). Pati terdiri dari dua fraksi yang dapat
dipisahkan dengan air panas. Fraksi terlarut disebut amilosa dan fraksi
tidak terlarut disebut amilopektin. Amilosa mempunyai struktur lurus
dengan cabang ikatan α-(1,4)-D-glukosa sebanyak 4-5% dari
berat total (Winarno, 2004).
Amilosa merupakan rantai lurus yang terdiri dari
molekul-molekul glukosa yangberikatan α-(1,4)-D-Glukosa. Dalam
larutan, rantai amilosa membentuk heliks (spiral). Bentuk cincin ini
dengan enam unit atom karbon menyebabkan amilosa membentuk
kompleks dengan bermacam-macam molekul kecil yang dapat masuk
ke dalam lingkarannya. Warna biru tua yang diberikan
pada penambahan iod merupakan contoh pembentukan kompleks
tersebut (Hart, 1987).
Amilopektin adalah molekul hasil polimerisasi unit-unit glukosa
anhydrous melalui ikatan α-1,4 dan α-1,6 pada setiap 20-26 unit
monomer. Amilopektin juga dapat membentuk kristal, tetapi tidak
sereaktif amilosa. Hal ini terjadi karena adanya rantai percabangan
yang menghalangi terbentuknya kristal. (Rapaille, 1994). Struktur




Gambar 2. Struktur Kimia (a) Amilosa (b) Amilopektin
D.Amilase
Amilase adalah kelompok enzim yang memiliki kemampuan
untuk memutuskan ikatan glikosida yang terdapat pada molekul
amilum. Hasil hidrolisis atau pemecahan molekul amilum ini adalah
molekul-molekul yang lebih kecil seperti maltosa, dekstrin dan terutama
molekul glukosa sebagai unit terkecil (Reddy et al., 2003).
Ikatan α-1,6
Amilase telah banyak dilaporkan bahwa dapat diproduksi oleh
mikroorganisme. Walaupun begitu, amilase juga dapat ditemukan pada
jaringan hewan dan tumbuhan. Dua kelompok utama enzim amilase
yang telah diidentifikasi di dalam mikroorganisme, yaitu α-amilase dan
Glukoamilase (Pandey, 2000).
Aktivitas enzim dipengaruhi oleh beberapa faktor diantaranya
adalah, (a) suhu. Kenaikan suhu di atas suhu optimum dapat
mengakibatkan peningkatan atau penurunan aktivitas enzim. Secara
umum, tiap kenaikan suhu 10 derajat C, kecepatan reaksi menjadi dua
kali lipat dalam batas suhu yang wajar. (b) pH/keasaman. Sebagian
besar enzim dapat bekerja paling efektif pada kisaran pH lingkungan
yang agak sempit. Diluar pH optimum tersebut, kenaikan atau
penurunan pH menyebabkan penurunan aktivitas enzim dengan cepat.
(c) Konsentrasi enzim, substrat dan kofaktor.  Jika pH, suhu, dan
konsentrasi enzim dalam keadaan konstan, reaksi awal hingga batas
tertentu sebanding dengan substrat yang ada. Jika sistem enzim
memerlukan suatu koenzim atau ion kofaktor , konsentrasi subsrat
dapat menentukan laju keseluruhan sistem enzim. (d) Inhibitor. Enzim
dapat dihambat sementara atau tetap oleh inhibitor berupa zat kimia
tertentu. Zat kimia tersebut merupakan senyawa selain substrat yang
biasa terikat pada sisi aktif enzim (substrat normal) sehingga antara
substrat dan inhibitor terjadi persaingan untuk mendapatkan sisi aktif .
Persaingan tersebut terjadi karena inhibitor biasanya mempunyai
kemiripan kimiawi dengan substrat normal. (Shofyan, 2010). Kemudian
Martin, et.al. (1983) juga menyatakan bahwa aktivitas enzim sangat
dipengaruhi oleh lama inkubasi. Waktu inkubasi merupakan waktu yang
diperlukan oleh enzim berinteraksi dengan substrat, apabila enzim telah
jenuh dengan substrat maka enzim tidak akan bekerja secara optimal.
Darwis, dkk. (1995) juga menyatakan bahwa pada awal fermentasi
aktivitas enzim masih sangat rendah. Aktivitas enzim akan meningkat
sejalan dengan bertambahnya waktu fermentasi dan menurun pada
hari ke-10. Hal ini mengikuti pola pertumbuhan mikroorganisme yang
mengalami beberapa fase pertumbuhan yaitu fase adaptasi, fase
eksponensial, fase stasioner, dan fase kematian.
1. α-amilase
Enzim α-amilase terdapat pada tanaman, jaringan mamalia,
dan mikroba. α-amilase murni dapat diperoleh dari berbagai sumber,
misalnya dari malt, ludah manusia dan pankreas. Dapat juga diisolasi
dari Aspergillus oryzae dan Bacillus subtilis (Winarno, 2004).
α-amilase merupakan enzim ekstraseluler yang memotong
secara acak ikatan 1,4-α-D-glikosidik antara unit glukosa
yang berdekatan dalam rantai linier amilosa. α-amilase juga
termasuk endoenzim yang memotong substrat pada bagian
dalam molekul dan diklasifikasikan berdasarkan sifat
dan cara kerjanya (Pandey, 2000).
Secara umum α-amilase stabil pada pH 5,5-8,0. Aktivitas
optimum α-amilase secara normal berada pada pH 4,8-6,5, tetapi
aktivitas suhu dan pH α-amilase berbeda untuk enzim yang
dihasilkan dari sumber yang berbeda (Suhartono, 1989)
Aktivitas α-amilase ditentukan dengan mengukur hasil
degradasi pati, biasanya dari penurunan kadar pati yang larut atau
dari kadar dekstrinnya dengan menggunakan substrat jenuh.
Hilangnya substrat dapat diukur dengan penggurangan derajat
pewarnaan iodium terhadap substrat. Seperti telah diketahui, pati
yang mengandung amilosa bereaksi dengan iodium menghasilkan
warna biru, sedang dekstrin bila bereaksi dengan iodium akan
berwarna coklat. Di samping itu, keaktifan α-amilase dapat juga
dinyatakan dalam berbagai cara, misalnya dengan pengukuran
viskositas dan jumlah pereduksi yang terbentuk (Winarno, 2004).
Hidrolisis amilosa oleh α-amilase terjadi dua tahap. Tahap
pertama adalah degradasi menjadi maltosa dan maltotriosa yang
terjadi secara acak. Degradasi ini terjadi sangat cepat diikuti pula
dengan menurunnya viskositas dengan cepat. Tahap kedua relatif
lambat dengan pembentukan glukosa dan maltosa sebagai hasil
akhir. Hidrolisis amilopektin oleh α-amilase menghasilkan glukosa,
maltosa dan berbagai jenis α-limit dekstrin, yaitu oligosakarida yang
terdiri dari empat atau lebih residu glukosa yang mengandung ikatan
α-1,5 glikosidik (Suhartono, 1989).
2. Amiloglukosidase (glukoamilase)
Enzim glukoamilase dikenal pula dengan nama enzim
glukoamilase. Enzim ini banyak diproduksi oleh genus Aspergillus
dan Rhizopus, dari golongan Aspergillus niger, A. awamori,
A. phoenicus dan A. foetidus. Selain dari Aspergillus
dan Rhizopus, glukoamilase dihasilkan oleh hampir
semua kapang (Suhartono, 1989).
Enzim glukoamilase memecah ikatan α-1,4
dalam amilosa, amilopektin dan glikogen dari ujung gula non
pereduksi. Enzim ini dapat juga menghidrolisis ikatan α-1,6
meskipun pemecahan ikatan tersebut sangat lambat (Suhartono,
1989). Glukosa, maltose dan limit dekstrin merupakan produk-produk
akhir aktivitas glukoamilase (Rahman, 1992).
3. Aplikasi Amilase dalam Industri
Penggunaan enzim dalam industri, khususnya dalam industri
pangan dilakukan karena enzim merupakan alat yang ideal
digunakan untuk memanipulasi bahan-bahan biologis. Beberapa
keuntungan penggunaan enzim dalam pengolahan pangan adalah
aman terhadap kesehatan karena bahan alami, mengkatalisis reaksi
yang sangat spesifik tanpa efek samping, aktif pada konsentrasi
yang rendah, dapat diinaktivasi, dan dapat digunakan sebagai
indikator kesesuaian proses pengolahan (Anonim, 2011).
Dalam industri pangan, enzim α-amilase berfungsi
menyediakan gula hidrolisis pati sehingga dapat dimanfaatkan untuk
produksi sirup glukosa ataupun sirup fruktosa yang mempunyai
tingkat kemanisan tinggi, pembuatan roti, dan makanan bayi. Di
industri tekstil enzim α-amilase digunakan untuk membantu dalam
proses penghilangan pati, yang digunakan sebagai perekat untuk
melindungi benang saat ditenun agar lentur (Setiasih, 2006).
E. Fermentasi Media Padat (Solid State Fermentation)
Fermentasi media padat adalah fermentasi yang substratnya
tidak larut dan tidak mengandung air bebas tetapi cukup mengandung
air untuk keperluan mikroba. Media berfungsi sebagai sumber karbon,
nitrogen maupun sumber energi (Taufik, 1992).
Media fermentasi biasanya diberi perlakuan fisik berupa
pemanasan (pemasakan, perebusan) dan perendaman. Perlakuan fisik
ini menyebabkan media terdegradasi sehingga memudahkan
untuk dicerna oleh mikroorganisme. Pemanasan akan memutus ikatan
kimia yang terdapat dalam media, tetapi komposisi kimianya
tidak berubah (Nathalia, 2011).
Fermentasi padat di dalam produksi enzim umumnya
memberikan hasil yang baik karena jumlah substrat yang tersediapun
lebih banyak (20-50% padatan). Selain lebih banyak, enzim yang
dihasilkan biasanya beragam. Cara fermentasi padat disukai untuk
menghasilkan berbagai enzim ekstraseluler. Sehingga dengan adanya
hasil enzim campuran, perlu diperhatikan kemungkinan dari
penghambatan sintesis enzim tertentu oleh produk enzim yang telah
terakumulasi. Masa siklus bagi tiap-tiap organisme berlainan satu
dengan yang lain. Ada yang beberapa hari dan adapula yang sampai
seminggu. Siklus ini masih dipengaruhi lagi oleh ketersediaan nutrient.
Produksi enzim umumnya optimum pada fase logaritmik, stasioner,
atau fase penurunan. Umumnya fermentasi media padat dalam
menghasilkan enzim membutuhkan waktu yang lebih lama
dibandingkan dengan fermentasi media cair. Jenis enzim dan mikroba
menentukan waktu optimal proses fermentasi. Organisme pembentuk
spora biasanya memperoduksi enzim pasca eksponensial. Mutan spora
bagi organisme tersebut dapat digunakan di dalam fermentasi,
untuk mengurangi kemungkinan terhambatnya produksi enzim oleh
sporulasi (Suhartono, 1989).
F. Berat Kering
Berat bahan kering adalah berat bahan setelah mengalami
pemanasan beberapa waktu tertentu sehingga beratnya tetap
(konstan). Bahan kering suatu bahan dapat diketahui dengan
memanaskan bahan tersebut di dalam oven pada suhu 105 °C, air yang
terkandung seluruhnya akan menguap, Berat yang hilang merupakan
berat air dan yang tersisa adalah berat bahan kering (Ginting, 2001).
Kehilangan bahan kering pada proses fermentasi terjadi karena
proses konversi bahan oleh aktivitas kapang untuk pertumbuhannya,
bahan kering yang dikonversi oleh kapang menjadi energi dan hasil
lainnya berupa CO2 dan H2O (Mirwandhono, 2004).
III. METODE PENELITIAN
A.Waktu dan Tempat
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Januari 2013
sampai bulan Juli 2013 di Laboratorium Mikrobiologi Pangan dan Kimia
Analisis dan Pengawasan Mutu, Program Studi Ilmu dan Teknologi
Pangan, Jurusan Teknologi Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas
Hasanuddin, Makassar.
B.Alat dan Bahan
Alat-Alat yang digunakan pada penelitian ini
adalah erlenmeyer, tabung reaksi, pipet volume, timbangan analitik,
autoclave, lemari asam, desikator, refrigerator, shaker, hot plate,
magnetic stirrer, pH meter, incubator, oven, oven blower, mikroskop,
hemasitometer, sentrifuge.
Bahan-bahan yang digunakan pada penelitian ini adalah kulit
buah kakao, dedak padi, tepung beras, kultur jamur Aspergillus oryzae,
Aspergillis niger, aquadest, aquadest double destilate, NaNO3, KH2PO4,
MgSO4, KCl. CaCl2.2H2O, FeSO4.7H2O, pati soluble, larutan twin 80,
kapas, kain saring, aluminium foil, kertas label, air bersih, tissue roll.
C. Prosedur Penelitian
1. Penelitian Pendahuluan
Penelitian yang dilakukan terbagi atas dua, yaitu penelitian
pendahuluan dan penelitian utama. Penelitian pendahuluan meliputi
analisa awal komposisi substrat, percobaan penambahan air mineral
pada media fermentasi, dan percobaan pembuatan suspensi spora
Kapang (Aspergillus oryzae, Aspergillis niger).
2. Penelitian utama
Penelitian utama dilakukan dengan mengambil perlakuan
terbaik dari penelitian pendahuluan yang dijadikan acuan
dalam pembuatan media fermentasi dalam memproduksi enzim,
selanjutnya enzim tersebut dianalisa produktivitasnya
dan evolusi berat kering.
D. Prosedur Kerja
1. Penyiapan Alat dan Bahan
1.1. Pencucian dan Sterilisasi Alat
1. Semua alat-alat gelas dibersihkan dengan sabun kemudian
dicuci dengan air bersih.
2. Alat-alat gelas yang telah dbersihkan kemudian dikeringkan
dengan menggunakan tissue roll.
3. Alat berupa tabung reaksi dan erlenmeyer ditutup
dengan menggunakan kapas dan alumunium foil. Dan
untuk pipet volume, dibungkus dengan kertas dan setelah
itu, kemudian keseluruhan alat dimasukkan ke dalam
autoclave untuk disterilkan pada tekanan 1 atm (121oC)
selama 15 menit.
1.2. Pembuatan Media Kultur Jamur
1. Ditimbang media PDA sebanyak 3 gr dan ditambahkan
aquadest hingga volumenya mencapai 100 ml.
2. Dipanaskan hingga media larut.
3. Dimasukkan dalam tabung reaksi dengan tinggi 1/3 tinggi
tabung lalu ditutup dengan kapas dan alumunium foil.
4. Disterilkan di dalam autoclave pada tekanan 1 atm (121oC)
selama 15 menit.
1.3. Pengambilan Bahan Substrat Pertumbuhan Jamur
Bahan substrat pertumbuhan jamur terdiri dari kulit
buah kakao yang berasal dari limbah kakao perkebunan
rakyat di Kabupaten Soppeng. Dedak padi berasal dari limbah
hasil penggilingan padi rakyat di Jl. Laikang, Sudiang,
Makassar.
1.4. Pengeringan Bahan Media Pertumbuhan Jamur
1. Kulit buah kakao di potong menjadi empat bagian
memanjang
2. Dicuci dan direndam dengan air bersih selama 2X1 jam
3. Pengeringan kulit buah kakao di oven blower pada suhu
60oC sampai mencapai kadar air kesetimbangan
4. Selanjutnya kulit buah kakao di potong-potong kecil
dengan kira-kira ukuran ± 30X60 mm.
1.5. Analisa awal komposisi Substrat
Kulit buah kakao yang telah dikeringkan, dianalisa
komposisi awalnya. Analisa yang dilakukan meliputi kadar air,
kadar protein dan total gula. Analisa yang dilakukan pada
dedak padi dan tepung beras meliputi kadar protein, total gula
dan kadar pati.
1.6. Perhitungan Jumlah Karbon dan Nitrogen dalam Media
Fermentasi.
a. Kandungan jumlah karbon dalam media fermentasi (kulit
kakao dan dedak padi) dihitung dengan rumus:
× 44 = gr Karbon
b. Kandungan Jumlah Nitrogen dalam media fermentasi kulit
kakao dan dedak padi) dihitung dengan rumus:
Kandungan total protein × 6.25 = gr Nitrogen
2. Penyiapan Mikroba
Mikroba yang digunakan adalah Aspergillus niger
dan Aspergillus oryzae yang berasal dari laboratorium Mikrobiologi
Pangan, Program Studi Ilmu dan Teknologi Pangan,
Jurusan Teknologi Pertanian, Fakultas Pertanian, Universitas
Hasanuddin, Makassar.
2.1. Penyiapan Biakan Murni
Aspergillus niger dan Aspergillus oryzae diremajakan
dengan cara digores menggunakan jarum ose pada
media agar miring PDA dan diinkubasi pada suhu 37oC
selama 72 jam (3x24 jam).
3. Produksi Enzim
3.1. Pembuatan Media Produksi Enzim
Medium produksi: kulit buah kakao, dedak padi,
tepung beras, larutan mineral terdiri dari NaNO3 20 g/L air,
KH2PO4 3 g/L air, MgSO4 0,5 g/L air, KCl 0,5 g/L air.
CaCl2.2H2O 0,2 g/L air, FeSO4.7H2O 0,01 g/L air. semua
bahan dimasukkan dalam Erlenmeyer volume 1000 ml,
ditambahkan aquadest dan diaduk hingga homogen, lalu
dipanaskan sesuai dengan variable A. Komposisi media dapat
dilihat pada Tabel 3.
Tabel 3. Komposisi Media Fermentasi
Kulit Buah Kakao Dedak Larutan Mineral
23 % (5 gr) 9 % (2 gr) 68 % (15 ml)
3.2. Percobaan penambahan larutan mineral
Larutan mineral dimasukkan dalam Erlenmeyer
yang berisi media fermentasi. Variasi percobaan larutan
mineral adalah:
1. 5 gram kulit kakao + 2 gram dedak padi + 25 ml air mineral
2. 5 gram kulit kakao + 2 gram dedak padi + 20 ml air mineral
3. 5 gram kulit kakao + 2 gram dedak padi + 15 ml air mineral
4. 5 gram kulit kakao + 2 gram dedak padi + 10 ml air mineral
3.3. Penyiapan Suspensi Spora
Suspensi spora disiapkan dengan menambahakan
aquadest ke dalam media agar miring dan permukaan
agar yang telah ditumbuhi spora jamur kemudian digosok
secara perlahn dengan menggunakan jarum ose steril. Jumlah
spora dihitung dengan menggunakan hemasitometer
di bawah mikroskop (pembesaran 40 X 10). Pada penyiapan
spora ini dilakukan variasi perlakuanpenambahan aquadest
steril pada tabung reaksi yang berisi spora kapang.
Variasi percobaan adalah:
1. satu tabung reaksi berisi spora Aspergillus niger dan
Aspergillus oryzae + 5 ml aquadest steril.
2. Satu tabung reaksi berisi spora Aspergillus niger dan
Aspergillus oryzae + 4 ml aquadest steril
3. Satu tabung reaksi berisi spora Aspergillus niger dan
Aspergillus oryzae + 3 ml aquadest steril
3.4. Produksi Enzim
Larutan spora kemudian diinokulasi pada medium
produksi sebanyak 1 ml dan diinkubasi pada suhu 37oC
selama 96 jam (4X24 jam), kemudian kultur dihentikan.
Selama fermentasi media berlangsung, dilakukan perhitungan
berat kering kultur setiap 24 jam.
4. Isolasi Enzim
Pemanenan enzim dalam media fermentasi dilakukan
dengan menghentikan proses fermentasi dengan menambahkan
larutan twin 80 0,1% (b/v) ke dalam media. Selanjutnya dikocok
selama 15 menit dengan kecepatan 130 rpm, kemudian di saring.
Filtrat enzim hasil saringan disentrifuge dengan kecepatan 3000 rpm
selama 10 menit. Filtrat yang mengandung enzim dimasukkan
dalam botol tertutup dan disimpan dalam refrigerator pada
suhu (-20)-(-40)oC.
5. Uji Aktivitas Enzim
Pengujian aktivitas enzim amilase dilakukan pada filtrate
kultur jamur Aspergillus oryzae dan Aspergillus niger.
E. Perlakuan Penelitian
Enzim amilase (α-amilase dan glukoamilase) yang diperoleh
dari kultur Aspergillus oryzae dan Aspergillus niger
A. Suhu dan Waktu Pemanasan (Sterilisasi) media
A1= Pemanasan 121oC selama 30 menit
A2= Pemanasan 100oC selama 60 menit







Pengolahan data dilakukan dengan Rancangan Acak Lengkap
(RAL) pola faktorial dengan dua kali ulangan. Perlakuan penelitian
dapat secara lengkap pada Tabel 4.

































































Parameter pengamatan yang dilakukan pada
penelitian ini adalah:
1. Pengamatan awal substrat pertumbuhan mikroba yaitu kadar air,
kadar protein, kadar pati dan total gula.
2. Evolusi berat kering kultur
3. Aktivitas enzimatik (α-amilase dan glukoamilase)
H. Prosedur Analisa
1. Kadar air (Apriyantono, dkk., 1989)
a. Cawan kosong ditimbang selama 15 menit dan didinginkan
dalam desikator, kemudian ditimbang.
b. Sampel ditimbang sebanyak 2 garam di dalam cawan.
c. Cawan beserta isinya ditempatkan di dalam oven pada
suhu 100oC-102oC selama 6 jam. Hindarkan kontak antara
cawan dengan dinding oven.
d. Pindahkan cawan ke dalam desikator, lalu dinginkan. Setelah
dingin, timbang kembali.
e. Keringkan kembali ke dalam oven sampai diperoleh berat yang
tetap. Kadar air sampel dihitung dengan menggunakan rumus:
Berat sampel setelah dikeringkan (gram) = W1
Kehilangan berat (gram) = W2
Persen kadar air (dry basis) = X 100%
2. Protein (Sudarmadji, dkk., 1997)
a. Pindahkan 10 ml susu atau larutan protein ke dalam Erlenmeyer
120 ml dan tambahkan 20 ml aquades dan 0,4 ml larutan jenuh
(K-oksalat : Air = 1:3. Perhatian: K-Oksalat beracun) dan 1ml
phenolphthalein 1%. Diamkan selama dua menit.
b. Titrasi larutan contoh dengan 0,1 N NaOH sampai mencapai
warna merah jambu.
c. Warna standar : 10 ml susu + 10 ml aquades + 0,4 m K-Oksalat
jenuh + 1 tetes 0,01 % indikator rosalin – chloride.
d. Setelah warna tercapai tambahkan 2 ml larutan formaldehid 40%
dan dititrasi kembali dengan larutan NaOH sampai warna seperti
warna standar tercapai.
e. Dibuat titrasi blanko yang terdiri dari : 20 ml aquades +0,4 ml
larutan jenuh K-Oksalat + 1 ml indikator phenolphthalein + 2ml
larutan formaldehid dan dititrasi dengan larutan NaOH.
f. Titrasi terkoreksi yaitu kedua dikurangi blanko merupakan titrasi
formol. Untuk mengetahui % protein, harus dibuat percobaan
serupa dengan menggunakan larutan yang telah diketahui kadar
protein (mislnya dengan cara Kjedhal)
g. Kadar protein sampel dapat dihitung dengan rumus:
% N = X N NaOH X 14.008
3. Total gula Luff Schrool (Sudarmadji, dkk., 1997)
a. Ditimbang 0,5 gram sampel ke dalam tabung reaksi 50 ml
bertutup.
b. Ditimbang 40 ml HCl 3% kemudian direbus dalam air mendidih
selama 3 jam.
c. Didinginkan kemudian ditambahkan 2 tetes indicator
Phenolphtalin (PP), kemudian ditambahkan NaOH 30% tetes
demi tetes hingga netral (larutan berubah warna menjadi
merah muda).
d. Diteteskan sedikit HCl 3% hingga warna kembali seperti semula.
e. Dituangkan ke dalam labu ukur 250 ml sambil dibilas dengan air
hingga tanda garis, kemudian disaring. Hasil saringannya dipipet
sebanyak 1 ml ke dalam Erlenmeyer 250 ml.
f. Ditambahkan 10 ml larutan Luff Schrool dengan pipet gondok dan
25 ml air suling dan beberapa butir batu didih.
g. Dipanaskan memakai pendingin tegak, diusahakan mendidih
dalam 3 menit kemudian didihkan terus selama 10 menit.
h. Dinginkan cepat
i. Setelah dingin tambahkan 10 ml larutan KI 20% dan 15 ml H2SO4
25% perlahan-lahan.
j. Ditetesi sec epatnya larutan tio 0,1 N dengan kanji 0,5%
sebanyak 5 ml sebagai indicator. Titrasi bereaksi ketika warna
baru berubah menjadi warnah putih susu (a ml).
k. Buat uji blanko (35ml air suling + 10 ml larutan Luff Schrool +
beberapa butir batu diidh dalam Erlenmeyer). Didihkan selama 10
menit dengan menggunakan pendingin tegak.
l. Didihkan cepat kemudian tambah 10 ml larutan KI 20%
dan 15ml H2SO4 25%, titrasi dengan Tio 0,1 N (pakai indikator
kanji) = (b ml).
N dihitung dengan perhitungan :
Selisish antara pentera blanko = b ml dengan pentera contoh a ml
dilihat dalam daftar Luff Schrool.
Rumus :
Total Gula = × × × 100%
P = pengenceran = = 25
4. Analisa Kadar Pati Metode Luff Schoorl (Sudarmadji,dkk., 1997)
Sebanyak ± 0.1 g sampel dan 5 ml HCl 25% dimasukkan ke
dalam gelas piala pendingin balik, kemudian direfluks selama 3 jam.
Setelah selesai, netralkan pH larutan dengan larutan NaOH 45%.
Tambahkan air destilata hingga volume larutan 100 ml. Larutan
tersebut kemudian disaring dengan kertas saring. Sebanyak 25 ml
filtrat dimasukkan ke dalam erlenmeyer, kemudian ditambah 25 ml
larutan Luff Schoorl. Tutup erlenmeyer dengan alumunium foil dan
panaskan hingga larutan mendidih. Lakukan pemanasan selama 10
menit sejak larutan mendidih. Setelah 10 menit, dinginkan larutan
secara cepat dengan merendam larutan dalam air es. Selanjutnya,
15 ml KI 20% dan 25 ml H2SO4 26.5% ditambahkan ke dalam
larutan. Lakukan titrasi dengan larutan Na2S2O3 0.1 N yang telah
distandardisasi hingga warna larutan berubah dari merah bata
menjadi kuning pucat. Tambahkan 1-2 ml larutan pati dan lanjutkan
titrasi hingga warna biru menghilang. Pengukuran blanko juga
dilakukan dengan mengganti 25 ml filtrat sampel dengan 25 ml air
destilata. Penetapan bobot glukosa dilakukan dengan
membandingkan volume Na2S2O3 yang digunakan dalam
tabel Luff Schoorl. Kadar pati contoh dapat dihitung dengan
persamaan berikut:
Volume Na2S2O3 yang digunakan = (Vb – Vs) x .
Kadar gula (%) = × × %
Kadar pati (%) = kadar gula x 0.9
Keterangan:
Vb = Volume Na2S2O3 yang digunakan untuk titrasi blankoVs = volume Na2S2O3 yang digunakan untuk titrasi sampelFP = Faktor Pengenceran
5. Analisa Aktivitas α-amilase (Anonim 1987 dalam mariyati 1987)
a. Pembuatan kurva standar reaksi enzimatis
Larutan pati terlarut dibuat dengan konsentrasi 0,3%;
0,6%; 0,9%; 1,2%; dan 1,5% dan dipanaskan hingga menjadi
gelatinisasi sempurna, kemudian dibiarkan selama 3 menit.
Larutan pati tersebut didinginkan lalu ditambahkan aquadest
sebanyak volume air yang hilang selama pemanasan. Diambil 1
ml larutan pati dan dihomogenkan dengan larutan buffer phospat
sebayak 2,2 ml dan 0,4 ml NaCl 0,5 M, kemudian dipanaskan
dalam waterbath pada suhu 55oC selama 5 menit. Reaksi
enzimatis dihentikan dengan menambahkan larutan HCl 1 N ke
dalam tabung reaksi sebanyak 0,8 ml. selanjutnya divorteks dan
dibiarkan dingin pada suhu ruang kemudian ditambahkan larutan
KI sebanyak 0,05 m. warna yang terbentuk diukur pada
spektrofotometer pada panjang gelombang 620 nm.
b. Proses reaksi enzimatis
Larutan pati dibuat dengan konsentrasi 0,1%, kemudian
dipipet ke dalam tabung reaksi sebanyak 0,8 ml, larutan buffer
phospat pH 5,5 sebanyak 2,2 ml dan NaCl 0,4 ml. ekstrak enzim
α-amilase yang telah diencerkan sebanyak 10 kali (1 ml enzim
dihomogenkan dengan 9 ml aquadest) sebanyak 1,2 ml dan
diaduk menggunakan vortex. Campuran tersebut kemudian
dipanaskan dalam waterbath pada suhu 55oC selama 5 menit.
Reaksi enzimatis dihentikan dengan menambahkan HCl 1 N
sebanyak 0,8 ml.
c. Proses penentuan kecepatan reaksi enzimatis
Larutan pati yang telah direaksikan dengan enzim,
dibiarkan pada suhu ruang. Setelah dingin ditambahkan larutan
KI sebanyak 0,05 ml, kemudian diaduk menggunakan vorteks
dan dimasukkan ke dalam kuvet spektrofotmeter. Absorbansinya
diukur pada spektrofotometer dengan panjang gelombang 620
nm. Aktivitas enzim α-amilase dihitung dengan menggunakan
data kurva standar yang telah dibuat sebelumnya. Dengan
perhitungan sebagai berikut:
Pati Terhidrolisa = gr pati mula-mula – gr pati yang tersisa
6. Analisa Aktivitas Glukoamilase (Modifikasi Bai, et.al., 2006)
a. Pembuatan kurva standar reaksi enzimatis
Larutan standar dibuat dari glukosa yang dilarutkan
dalam buffer asetat (50mM, pH 5.5) dengan konsentrasi
bervariasi yaitu 0.2%, 0.4%, 0.6%, 0.8%, 1%. Larutan glukosa
tersebut dimasukkan ke dalam tabung reaksi sebanyak 1 ml dan
ditambahkan aquades sebanyak 1 ml. campuran tersebut
kemudian diaduk dengan menggunakan vorteks dan dipanaskan
pada suhu 50oC selama 15 menit. Reaksi enzimatis dihentikan
dengan mencelupkan tabung reaksi ke dalam air es. Kemudian
ditambahkan pereaksi DNS sebanyak 0,3 ml ke dalam tabung
reaksi. Campuran tersebut dipanaskan pada suhu 100oC selama
5 menit, lalu didinginkan pada suhu ruang. Warna yang
terbentuk diukur menggunakan spektrofotometer pada panjang
gelombang 540 nm.
b. Analisis aktivitas glukoamilase
Cairan ekstrak enzim glukoamilase sebanyak 0,5 ml
dimasukkan ke dalam 0,5 ml larutan buffer asetat (50 mM, pH
5.5) dan 0,5 ml cairan hasil hidrolisis enzim α-amilase. Setelah
inkubasi pada suhu 45oC selama 15 menit, reaksi dihentikan
dengan menambahkan 5 ml larutan NaOH (0,1 M). kemudian
ditambahkan pereaksi DNS dan diukur kadar glukosa yang
dihasilkan sebagai hasil hidrolisis pati dengan metode DNS
dibaca dengan menggunakan spektrofotometer pada panjang
gelombang 540 nm. Satu unit glukoamilase didefenisikan
sebagai jumlah enzim yang menghasilkan 1 µmol glukosa dari
pati yang tidak larut per menit selama pengujian.












Analisa Aktivitas enzim Amilase (α-amilase dan glukoamilase)
Sentrifugasi
Inokulasi
Inkubasi 96 jam. Setiap 24 jam
berat kering kultur diamati
Penghentian kultur
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IV. HASIL DAN PEMBAHASAN
A. Penelitian Pendahuluan
Penelitian pendahuluan ini terdiri dari analisa komposisi
awal substrat yang meliputi kadar air, kandungan protein, total gula
dan kandungan pati pada kulit kakao yang telah dikeringkan dan dedak
padi, percobaan penambahan air mineral pada media fermentasi,
dan percobaan pembuatan suspensi spora kapang (Aspergillus niger
dan Aspergillus oryzae).
Percobaan penambahan larutan mineral ke dalam media
fermentasi dilakukan untuk menambah sumber mineral makro
dan mikro dan untuk mengatuhi tingkat kelembaban media tempat
pertumbuhan kapang yang memproduksi enzim amilase. Dari hasil
percobaan ini diketahui bahwa penambahan 15 ml larutan mineral yang
terdiri dari NaNO3 20 g/L air, KH2PO4 3 g/L air, MgSO4 0,5 g/L air, KCl
0,5 g/L air. CaCl2.2H2O 0,2 g/L air, FeSO4.7H2O 0,01 g/L air
menghasilkan kelembaban yang baik, tidak terdapat air bebas disekitar
permukaan media, sesuai dengan konsep SSF (solid state
fermentation). Taufik (1992) mengemukakan bahwa fermentasi media
padat adalah fermentasi yang substratnya tidak larut
dan tidak mengandung air bebas tetapi cukup mengandung air
untuk keperluan pertumbuhan mikroba.
Pada penelitian pendahuluan ini juga dilakukan percobaan
penambahan aquadest steril pada agar miring yang berisi spora kapang
Aspergillus niger dan Aspergillus oryzae. Tujuan dilakukannya
percobaan ini adalah untuk membuat spora lepas (bebas) dari miselium
dalam air steril sehingga spora mudah dihitung dibawah mikroskop.
Dari hasil penelitian diperoleh bahwa aquadest steril yang dimasukkan
dalam satu tabung reaksi yang berisi spora Aspergillus niger adalah
sebanyak 3 ml dan untuk satu tabung reaksi yang berisi spora
Aspergillus oryzae sebanyak 4 ml, berdasarkan jumlah spora per ml
larutan dan memenuhi syarat minimal ≥106.
Analisa komposisi awal substrat bertujuan untuk mengetahui
kandungan nustrisi (protein, total gula dan pati) bahan yang digunakan
mikroba dalam pertumbuhannya. Menurut Gandjar, dkk. (2006),
Fungi memerlukan nutrient untuk pertumbuhannya. Nutrient berupa
unsur-unsur atau senyawa kimia, dari lingkungan digunakan sel
sebagai konstituen kimia penyusun sel. Secara umum, nutrient yang
diperlukan  dalam bentuk karbon, nitrogen, sulfur, kalium, magnesium,
natrium, kalsium dan nutrient mikro (besi, mangan, zinc, kobalt,
molybdenum) dan vitamin.
Kulit buah kakao yang akan digunakan sebagai media
mengandung kadar air 19.4% dan dedak padi 11%. Kandungan total
gula kulit kakao lebih sedikit yaitu 2.61% dibandingkan dengan dedak
padi yaitu 3.45%. sedangkan kandungan protein, kulit kakao 7.78% dan
dedak padi 13.91%. Kandungan patinya, kulit kakao 11.86% dan dedak
padi 29.45%. dari hasil tersebut dapat dilihat bahwa kandungan pati
dari kedua media yaitu dedak padi dan kulit kakao cukup tinggi
sehingga dapat dijadikan sebagai inducer dalam memproduksi enzim
amilase (α-amilase dan glukoamilase). Hasil analisa komposisi awal
substrat dapat dilihat pada Tabel 5.



















Kakao 19.4 2.61 0.60 11.86 2.61 7.78 2.45
Dedak 11 3.45 0.30 29.45 2.59 13.91 1.74
B.Aktivitas Enzimatik
Aktivitas enzim adalah kemampuan kerja enzim
dalam mengubah  substrat menjadi produk. Nilai aktivitas enzim dapat
diketahui dengan mengukur jumlah senyawa yang terlibat
dalam proses hidrolisis enzim yaitu berupa substrat sisa yang tidak
terhidrolisis atau tidak terombak dan produk hasil hidrolisis enzim.
B. 1. Aktivitas enzim α-amilase
Secara umum penelitian ini dilakukan untuk mengetahui
aktivitas enzim α-amilase dan glukoamilase yang dihasilkan dari
dua jenis kapang yang digunakan yaitu, Aspergillus niger dan
Aspergillus oryzae, kedua kapang tersebut diinokulasikan ke
dalam substrat (5 gram substrat kulit kakao dan 2 gram dedak
padi) yang telah diberi perlakuan pemanasan yang bervariasi
121oC selama 30 menit, 100oC selama 90 menit dan 100oC
selama 60 menit. Hasil analisa aktivitas enzim α-amilase untuk





















































Gambar 4. (a) dan (b) Hubungan Suhu dan Lama Pemanasan
serta Waktu Inkubasi terhadap Aktivitas Enzim α-
amilase.
Berdasarkan Gambar 4 dapat diketahui bahwa aktivitas
tertinggi enzim α-amilase hasil interaksi suhu pemanasan dan
lama inkubasi adalah pada 100oC selama 90 menit setelah 96 jam
inkubasi yang dihasilkan kultur Aspergillus niger (68.94 mg
pati/menit/ml enzim/gr berat kering kultur) sedangkan aktivitas
tertinggi enzim α-amilase yang dihasilkan kultur Aspergillus oryzae
adalah pada 121oC selama 30 menit setelah 96 jam inkubasi
(53.36 mg pati/menit/ml enzim/gr berat kering kultur). Dari Gambar
4 dapat juga dilihat bahwa aktifitas optimum dari tiap-tiap
perlakuan berbeda-beda dan cenderung berfluktuasi.
Enzim α-amilase yg mengalami penurunan aktivitas setelah
































suhu (oC) lama pemanasan (menit)
121 ; 30 (A.oryzae)
121 ; 30 (A.niger)
100 ; 90 (A.oryzae)
100 ; 90 (A.niger)
100 ; 60 (A.oryzae)
100 ; 60 (A.niger)
digunakan adalah enzim kasar sehingga sintesis enzim α-amilase
dapat terhambat oleh produk hidrolisis dari enzim yang lain. Hal ini
sesuai dengan Suhartono (1989) bahwa enzim yang diproduksi
dari fermentasi media padat adalah enzim kasar, biasanya tidak
hanya dihasilkan satu jenis enzim tapi beragam. Sehingga dengan
adanya hasil enzim campuran, perlu diperhatikan kemungkinan
dari penghambatan sintesis enzim tertentu oleh produk enzim
yang telah terakumulasi.
Hasil analisa sidik ragam memperlihatkan perlakuan suhu
dan lama pemanasan media fermentasi, waktu inkubasi serta
interaksi berpengaruh sangat nyata pada taraf 1% terhadap
aktivitas α-amilase dari kedua jenis kapang yaitu Aspergiilus niger
dan Aspergillus oryzae (Lampiran 3b dan 4b).
Hasil uji BJND menunjukkan bahwa semua perlakuan
suhu dan lama pemanasan media fermentasi berbeda nyata pada
taraf 1%. (lampiran 3c dan 4c). Hasil tersebut menunjukkan bahwa
perlakuan pemanasan pada substrat membuat substrat
terdegradasi sehingga kandungan nutrisi di dalam substrat dapat
digunakan oleh kapang Aspergillus niger dan Aspergillus oryzae
untuk pertumbuhannya dan menghasilkan enzim. Hal ini sesuai
dengan Nathalia (2011) bahwa media fermentasi biasanya diberi
perlakuan fisik berupa pemanasan (pemasakan, perebusan) dan
perendaman. Perlakuan fisik ini menyebabkan media terdegradasi
sehingga memudahkan untuk dicerna oleh mikroorganisme.
Pemanasan akan memutus ikatan kimia yang terdapat dalam
media, tetapi komposisi kimianya tidak berubah.
Hasil uji BJND aktivitas enzim α-amilase untuk kapang
Aspergillus oryzae menunjukkan bahwa semua perlakuan lama
inkubasi berbeda nyata terhadap aktivitas enzim pada taraf 1%.
Untuk hasil uji BJND aktivitas enzim α-amilase untuk kapang
Aspergillus niger menunjukkan bahwa perlakuan lama inkubasi
24 jam dan 48 jam berbeda nyata dengan perlakuan lama
inkubasi 72 jam dan 96 jam. Sedangkan perlakuan lama inkubasi
72 jam tidak berbeda nyata dengan perlakuan lama inkubasi 96
jam (lampiran 3d dan 4d). Hal ini menunjukkan bahwa waktu
inkubasi yang lebih lama akan memberikan kesempatan lebih
lama kepada kapang Aspergillus niger dan Aspergillus oryzae
untuk tumbuh, bereproduksi dan menghasilkan senyawa metabolit
berupa enzim. Hal yang sama juga dilaporkan oleh Irfan (2012)
bahwa aktivitas tertinggi α-amilase yang dihasillkan Aspergillus
niger adalah pada masa inkubasi 96 jam.
B. 2. Aktivitas Enzim Glukoamilase
Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa kedua jenis
kapang baik Aspergillus niger maupun Aspergillus oryzae mampu
menghasilkan enzim glukoamilase, walaupun aktivitas enzim
glukoamilase yang dihasilkan lebih rendah jika dibandingkan
dengan aktivitas enzim α-amilase. Dari Gambar 5 dapat diketahui
bahwa aktivitas tertinggi glukoamilase dari kedua kultur yaitu
Aspergillus niger (3.48 mg glukosa/ ml enzim/ menit/gr berat
kering kultur) dan Aspergillus oryzae (2.15 mg glukosa/ml
enzim/menit/gr berat kering kultur) dihasilkan pada pemanasan
100oC selama 60 menit dengan lama inkubasi 96 jam (lampiran 5a
dan 6a). Hal ini menunjukkan kapang Aspergillus niger dan
Aspergillus oryzae lebih banyak mengeksresikan enzim
glukoamilase saat kondisi substrat dilingkungannya tidak tersedia
secara maksimal sehingga untuk mengubah senyawa kompleks
menjadi senyawa yang sederhana ini dibutuhkan enzim yang lebih
banyak pula. Hal ini sesuai dengan Gandjar, dkk. (2006) bahwa
nutrien-nutrien baru dapat dimanfaatkan sesudah fungi
mengeksresi enzim-enzim ekstraselular yang dapat mengurai
senyawa-senyawa kompleks dari substrat tersebut menjadi
senyawa-senyawa yang lebih sederhana. Hasil aktivitas enzim
glukoamilase dari setiap perlakuan dapat dilihat pada Gambar 5.
(a)
(b)
Gambar 5. (a) dan (b) Hubungan Suhu dan Lama Pemanasan
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Hasil analisa sidik ragam menunjukkan bahwa pengaruh
suhu dan lama pemanasan media fermentasi, waktu inkubasi
serta interaksi berpengaruh sangat nyata pada taraf 1% terhadap
aktivitas enzim glukoamilase untuk kedua jenis kapang yaitu
Aspergillus niger dan Aspergillus oryzae (lampiran 5b dan 6b).
Hasil uji BJND dari kapang Aspergillus niger untuk semua
perlakuan suhu dan lama pemanasan media fermentasi berbeda
nyata pada taraf 1%. Sedangkan hasil uji BJND dari kapang
Aspergillus oryzae menunjukkan bahwa perlakuan pemanasan
121oC selama 30 menit berbeda nyata terhadap perlakuan
pemanasan 100oC selama 60 menit (lampiran 5c dan 6c).
Hasil uji BJND dari kapang Aspergillus niger menunjukkan
bahwa untuk semua perlakuan lama inkubasi berbeda nyata pada
taraf 1%. Untuk hasil uji BJND dari kapang Aspergillus oryzae
menunjukkan bahwa perlakuan lama inkubasi 24 jam dan 48
berbeda nyata dengan lama inkubasi 96 jam (lampiran 5d dan 6d).
Gambar 6 menunjukkan bahwa aktivitas enzim glukoamilase
semakin meningkat seiring dengan lamanya waktu inkubasi.
hal ini sesuai dengan pendapat Darwis, dkk. (1995) bahwa pada
awal fermentasi aktivitas enzim masih sangat rendah. Aktivitas
enzim akan meningkat sejalan dengan bertambahnya waktu
fermentasi dan menurun pada hari ke-10. Hal ini mengikuti pola
pertumbuhan mikroorganisme yang mengalami beberapa fase
pertumbuhan yaitu fase adaptasi, fase eksponensial, fase
stasioner, dan fase kematian.
Secara umum, jika dilihat dari aktivitas enzim yang
dihasilkan oleh kedua jenis kapang baik dari Aspergillus niger
maupun dari Aspergillus oryzae, aktivitas enzim α-amilase
memiliki aktivitas yang tinggi jika dibandingkan dengan aktivitas
dari enzim glukoamilase. Hal ini disebabkan karena pada enzim
α-amilase dihasilkan dari proses pemotongan pati secara acak
pada ikatan 1,4-α-D-glikosidik sedangkan enzim glukoamilase
dihasilkan dari hasil hidrolisa pati atau dekstrin dari ujung gula non
pereduksi sehingga enzim glukoamilase bekerja sangat lambat
jika dibandingkan dengan enzim α-amilase. Hal ini sesuai dengan
pendapat Suhartono (1989), bahwa Enzim glukoamilase
memecah ikatan α-1,4 dalam amilosa, amilopektin dan glikogen
dari ujung gula non pereduksi. Enzim ini dapat juga menghidrolisis
ikatan α-1,6 dan α-1,3, meskipun pemecahan ikatan tersebut
sangat lambat.
C. Perubahan Berat Substrat
Berat substrat (berat kering) media fermentasi diukur selama
96 jam dimana setiap 24 jam berat kering media fermentasi ditimbang
sehingga dapat diketahui penurunan berat kering media fermentasi
selama proses fermentasi. Pengukuran berat kering pada penelitian ini
dilakukan dengan cara pengovenan dengan suhu 105oC, air yang
terkandung dalam media fermentasi akan menguap sehingga yang
tersisa adalah berat kering bahan.
Hasil penelitian ini dapat dilihat bahwa berat kering media
fermentasi dari kedua jenis kapang, baik Aspergillus niger maupun
Aspergillus oryzae mengalami penurunan seiring dengan lamanya
waktu inkubasi. Penurunan berat kering ini disebabkan karena
berkurangnya bahan organik dalam media fermentasi. Bahan organik
media fermentasi dirombak oleh kapang Aspergillus niger dan
Aspergillus oryzae menjadi senyawa-senyawa yang lebih sederhana
untuk dijadikan sebagai sumber energi untuk pertumbuhan dan aktivitas
kapang, diantaranya adalah mengeluarkan senyawa hasil metabolit
berupa enzim. Sehingga penurunan berat kering media fermentasi
berbanding terbalik dengan nilai aktivitas enzim α-amilase dan
glukoamilase yang dihasilkan dimana berat kering mengalami
penurunan selama waktu inkubasi sedangkan aktivitas enzim (α-
amilase dan glukoamilase) cenderung mengalami peningkatan selama
waktu inkubasi. Hal ini sesuai dengan pendapat Mirwandhono (2004),
bahwa kehilangan bahan kering terjadi karena pada proses fermentasi
terjadi proses konversi bahan oleh aktivitas kapang untuk
pertumbuhannya, bahan kering yang dikonversi oleh kapang menjadi
energi dan hasil lainnya berupa CO2 dan H2O. Penurunan berat kering
dan nilai aktivitas enzim selama masa inkubasi dapat dilihat pada
Gambar 7 (enzim α-amilase) dan Gambar 8 (enzim glukoamilase).
Gambar 9. Hubungan Aktivitas Enzim α-amilase dan Berat Kering
terhadap Waktu Inkubasi.
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V. KESIMPULAN DAN SARAN
A. Kesimpulan
1. Aktivitas tertinggi enzim α-amilase yang diproduksi oleh Aspergiilus
niger adalah 68.94 mg pati/menit/ml enzim/ gr berat kering dan
Aspergillus oryzae 53.36 mg pati/menit/ml enzim/ gr berat kering.
2. Aktivitas tertitinggi glukoamilase yang diproduksi oleh Aspergillus
niger yaitu 3.48 mg glukosa/menit/ml enzim/ gr berat kering dan
Aspergillus oryzae 2.15 mg glukosa/menit/ml enzim/ gr berat kering
3. Perlakuan terbaik enzim α-amilase dari kultur Aspergillus oryzae
adalah pemanasan substrat 121oC selama 30 menit.
Dari kultur Aspergillus niger adalah pemanasan substrat 100oC
selama 90 menit.
4. Perlakuan terbaik enzim glukoamilase dari kedua kapang
(Aspergillus niger dan Aspergillus oryzae) adalah pemanasan
substrat 100oC selama 60 menit.
5. Berdasarkan lama inkubasi, kedua enzim (α-amilase dan
glukoamilase) diproduksi secara bersamaan yaitu setelah diinkubasi
selama 96 jam.
6. Berat kering kultur mengalami penurunan selama masa inkubasi
substrat (campuran dari 5 gr kulit kakao dan 2 gr dedak padi).
B. Saran
Saran untuk penelitian selanjutnya adalah agar dikaji waktu
inkubasi yang lebih lama lagi sehingga dapat diketahui aktivitas
optimum enzim berdasarkan siklus hidup kultur Aspergillus niger dan
Aspergillus oryzae.
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LAMPIRAN











B0 (0 jam) 0.326 0.339 0.665 0.332
B1 (24jam) 0.308 0.299 0.608 0.304
B2(48jam) 0.278 0.292 0.571 0.285
B3(72jam) 0.289 0.274 0.563 0.282






B0 (0 jam) 0.36 0.424 0.784 0.391
B1 (24jam) 0.361 0.386 0.748 0.374
B2(48jam) 0.281 0.314 0.595 0.297
B3(72jam) 0.268 0.311 0.579 0.289






B0 (0 jam) 0.322 0.358 0.680 0.340
B1 (24jam) 0.335 0.317 0.653 0.326
B2(48jam) 0.291 0.312 0.603 0.302
B3(72jam) 0.299 0.279 0.578 0.289
B4(96jam) 0.252 0.286 0.538 0.269
Sumber: Data Sekunder Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi
Pangan, 2013.










B0 (0 jam) 0.38 0.38 0.76 0.38
B1 (24jam) 0.35 0.35 0.7 0.35
B2(48jam) 0.29 0.31 0.6 0.3
B3(72jam) 0.27 0.27 0.54 0.27





B0 (0 jam) 0.33 0.31 0.64 0.32
B1 (24jam) 0.29 0.31 0.6 0.3
B2(48jam) 0.28 0.3 0.58 0.29
B3(72jam) 0.29 0.27 0.56 0.28





B0 (0 jam) 0.29 0.29 0.58 0.29
B1 (24jam) 0.26 0.26 0.52 0.26
B2(48jam) 0.24 0.26 0.5 0.25
B3(72jam) 0.22 0.22 0.44 0.22
B4(96jam) 0.22 0.2 0.42 0.21
Sumber: Data Sekunder Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi
Pangan, 2013.
Lampiran 2a. Kurva Standar Aktivitas Enzim α-amilase















Konsentrasi Larutan Pati terlarut (ppm)
Lampiran 2b. Kurva Standar Aktivitas Enzim glukoamilase










B1 (24jam) 31.322 31.681 63.003 31.502
B2(48jam) 39.727 40.005 79.731 39.866
B3(72jam) 38.553 38.937 77.490 38.745





B1 (24jam) 27.867 28.085 55.952 27.976
B2(48jam) 29.799 30.157 59.956 29.978
B3(72jam) 25.635 26.005 51.640 25.820





B1 (24jam) 27.008 27.497 54.506 27.253
B2(48jam) 36.341 36.61 72.951 36.476
B3(72jam) 35.462 35.091 70.553 35.277
B4(96jam) 22.455 22.853 45.308 22.654
Sumber: Data Sekunder Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi
Pangan, 2013.
















Konsentrasi Larutan Pati (ppm)
Lampiran 3b. Analisa Sidik Ragam Aktivitas Enzim α-amilase dari kultur
Aspergillus oryzae
Sumber
keragaman DB JK KT Fhitung F 5%
F
1%
Suhu 2 760.667 380.33 6472.156** 3.89 6.93
Waktu inkubasi 3 150.889 50.296 855.892** 3.49 5.95
Interaksi
(suhu&waktu) 6 626.254 104.37 1776.165** 3 4.82
Galat 12 0.705 0.0588
Total 23 1538.51 66.892
Keterangan: Sangat Berpengaruh nyatapada taraf 5% dan taraf 1%,
KK = 0.733
Lampiran 3c. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Suhu dan Lama
Pemanasan terhadap Aktivitas Enzim α-amilase dari
kultur Aspergillus oryzae.
Perlakuan Suhu dan Lama Pemanasan BJND5% 1%
A1 (Pemanasan 121°C selama 30 menit) c C
A2 (Pemanasan 100°C selama 90 menit) a A
A3 (Pemanasan 100°C selama 60 menit) b B
Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti
tidak beda nyata.
Lampiran 3d. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Waktu Inkubasi
terhadap Aktivitas Enzim α-amilase dari
kultur Aspergillus oryzae.
LAMA INKUBASI BJND5% 1%
B1 (24 Jam) a A
B2 (48 Jam) d D
B3 (72 jam) b B
B4 (96 jam) c C
Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti
tidak beda nyata.
Lampiran 3e. Uji Lanjutan BJND Analisa Pengaruh Interaksi
Suhu Pemanasan dan Lama Inkubasi terhadap Aktivitas
Enzim α-amilase dari kultur Aspergillus oryzae.
Perlakuan BJND
Suhu Lama inkubasi 5% 1%
A1 (Pemanasan 121°C
selama 30 menit)
















Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti
tidak beda nyata.









B1 (24jam) 41.827 41.981 83.808 41.904
B2(48jam) 47.902 47.544 95.446 47.723
B3(72jam) 54.719 54.918 109.637 54.818




B1 (24jam) 55.272 55.582 110.854 55.427
B2(48jam) 60.171 59.634 119.805 59.902
B3(72jam) 66.543 67.521 134.064 67.032




B1 (24jam) 24.869 24.512 49.381 24.690
B2(48jam) 31.568 29.528 61.096 30.548
B3(72jam) 50.267 48.347 98.614 49.307
B4(96jam) 45.258 44.761 90.019 45.009
Sumber: Data Sekunder Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi
Pangan, 2013.
Lampiran 4b. Tabel Analisa Sidik Ragam Aktivitas Enzim α-amilase dari
kultur Aspergillus niger.
Sumber
keragaman DB JK KT F hitung F 5% F 1%
Suhu 2 2591.187 1295.594 2977.25** 3.89 6.93
Waktu
inkubasi 3 1260.022 420.008 965.169** 3.49 5.95
Interaksi
(suhu&waktu) 6 135.24006 22.54001 51.797** 3 4.82
Galat 12 5.222 0.435
Total 23 3991.672 173.551
Keterangan: Sangat Berpengaruh nyatapada taraf 5% dan taraf 1%,
KK = 1.31
Lampiran 4c. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Suhu dan Lama Pemanasan
terhadap Aktivitas Enzim α-amilase dari kultur Aspergillus niger
Perlakuan Suhu dan Lama Pemanasan BJND5% 1%
A1 (Pemanasan 121°C selama 30 menit) b B
A2 (Pemanasan 100°C selama 90 menit) c C
A3 (Pemanasan 100°C selama 60 menit) a A
Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti
tidak beda nyata.
Lampiran 4d. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Waktu Inkubasi terhadap




B1 (24 Jam) a A
B2 (48 Jam) b B
B3 (72 jam) c C
B4 (96 jam) cd CD
Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti
tidak beda nyata.
Lampiran 4e. Uji Lanjutan BJND Analisa Pengaruh Interaksi Suhu
Pemanasan dan Lama Inkubasi terhadap Aktivitas Enzim α-
amilase dari kultur Aspergillus niger.
Perlakuan BJND
suhu lama inkubasi 5% 1%
A1 (Pemanasan 121°C selama 30 menit)




A2 (Pemanasan 100°C selama 90 menit)




A3 (Pemanasan 100°C selama 60 menit)




Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti
tidak beda nyata.














B1 (24jam) 1.014 1.002 2.016 1.008
B2(48jam) 1.054 1.079 2.133 1.067
B3(72jam) 1.111 1.123 2.234 1.117





B1 (24jam) 0.869 0.892 1.761 0.880
B2(48jam) 1.238 1.238 2.477 1.238
B3(72jam) 1.764 1.788 3.552 1.776





B1 (24jam) 1.026 1.042 2.068 1.034
B2(48jam) 1.589 1.614 3.203 1.601
B3(72jam) 1.746 1.752 3.498 1.749
B4(96jam) 1.92 2.375 4.295 2.147
Sumber: Data Sekunder Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi
Pangan, 2013.
Lampiran 5b. Tabel Analisa Sidik Ragam Aktivitas Enzim glukoamilase
dari kultur Aspergillus oryzae
Sumber keragaman DB JK KT Fhitung F 5% F 1%
Suhu 2 0.560 0.28 30.985** 3.89 6.93
Waktu inkubasi 3 3.213 1.071 118.482** 3.49 5.95
Interaksi
(suhu&waktu) 6 0.417 0.0695 7.689** 3 4.82
Galat 12 0.108 0.009
Total 23 4.299 0.187
Keterangan: Sangat Berpengaruh nyata pada taraf 5% dan taraf 1%,
KK = 6.56
Lampiran 5c. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Suhu dan Lama Pemanasan
terhadap Aktivitas Enzim glukoamilase dari kultur
Aspergillus oryzae
Perlakuan Suhu dan Lama Pemanasan BJND5% 1%
A1 (Pemanasan 121°C selama 30 menit) a A
A2 (Pemanasan 100°C selama 90 menit) ab AB
A3 (Pemanasan 100°C selama 60 menit) bc BC
Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti
tidak beda nyata.
Lampiran 5d. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Waktu Inkubasi terhadap
Aktivitas Enzim glukoamilase dari kultur Aspergillus oryzae.
LAMA INKUBASI BJND5% 1%
B1 (24 Jam) a A
B2 (48 Jam) b B
B3 (72 jam) bc BC
B4 (96 jam) d D
Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti
tidak beda nyata.
Lampiran 5e. Uji Lanjutan BJND Analisa Pengaruh Interaksi Suhu
Pemanasan dan Lama Inkubasi terhadap Aktivitas Enzim
glukoamilase dari kultur Aspergillus oryzae.
Perlakuan BJND
suhu lama inkubasi 5% 1%
A1 (Pemanasan 121°C selama 30 menit)




A2 (Pemanasan 100°C selama 90 menit)




A3 (Pemanasan 100°C selama 60 menit)




Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti
tidak beda nyata.










B1 (24jam) 1.730 1.740 3.470 1.735
B2(48jam) 2.134 2.088 4.222 2.111
B3(72jam) 2.409 2.384 4.793 2.397





B1 (24jam) 2.382 2.369 4.751 2.376
B2(48jam) 2.519 2.519 5.038 2.519
B3(72jam) 2.973 2.989 5.962 2.981





B1 (24jam) 2.111 2.076 4.187 2.094
B2(48jam) 2.196 2.267 4.463 2.231
B3(72jam) 2.954 2.941 5.895 2.948
B4(96jam) 3.383 3.576 6.959 3.479
Sumber: Data Sekunder Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi
Pangan, 2013.
Lampiran 6b. Tabel Analisa Sidik Ragam Aktivitas Enzim glukoamilase
dari kultur Aspergillus niger
Sumber
keragaman DB JK KT Fhitung F 5% F 1%
Suhu 2 1.536 0.768 271.694** 3.89 6.93
Waktu inkubasi 3 3.978 1.326 469.065** 3.49 5.95
Interaksi
(suhu&waktu) 6 0.36 0.06 21.226** 3 4.82
Galat 12 0.034 0.0028
Total 23 5.9085 0.257
Keterangan: Sangat Berpengaruh nyatapada taraf 5% dan taraf 1%,
KK = 2.08
Lampiran 6c. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Suhu dan Lama Pemanasan
terhadap Aktivitas Enzim glukoamilase dari kultur
Aspergillus niger
Perlakuan Suhu dan Lama Pemanasan BJND5% 1%
A1 (Pemanasan 121°C selama 30 menit) b B
A2 (Pemanasan 100°C selama 90 menit) c C
A3 (Pemanasan 100°C selama 60 menit) a A
Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti
tidak beda nyata.
Lampiran 6d. Uji Lanjutan BJND Pengaruh Waktu Inkubasi terhadap
Aktivitas Enzim glukoamilase dari kultur Aspergillus niger.
LAMA INKUBASI BJND5% 1%
B1 (24 Jam) a A
B2 (48 Jam) b B
B3 (72 jam) c C
B4 (96 jam) d D
Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti
tidak beda nyata.
Lampiran 6e. Uji Lanjutan BJND Analisa Pengaruh Interaksi Suhu
Pemanasan dan Lama Inkubasi terhadap Aktivitas Enzim
glukoamilase dari kultur Aspergillus oryzae.
Perlakuan BJND
suhu lama inkubasi 5% 1%
A1 (Pemanasan 121°C
selama 30 menit)
















Keterangan : Perlakuan yang diikuti oleh huruf yang sama, berarti
tidak beda nyata














B1 (24jam) 41.904 0.109 31.502 0.253
B2(48jam) 47.723 0.253 39.866 0.197
B3(72jam) 54.818 0.211 38.745 0.272




B1 (24jam) 55.427 0.219 27.976 0.154
B2(48jam) 59.902 0.38 29.978 0.253
B3(72jam) 67.032 0.691 25.820 0.262




B1 (24jam) 24.690 0.253 27.253 0.346
B2(48jam) 30.548 1.442 36.476 0.190
B3(72jam) 49.307 1.358 35.277 0.262
B4(96jam) 45.009 0.352 22.654 0.282
Sumber: Data Sekunder Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi
Pangan, 2013.














B1 (24jam) 1.735 0.007 1.008 0.008
B2(48jam) 2.111 0.033 1.067 0.017
B3(72jam) 2.397 0.018 1.117 0.0087




B1 (24jam) 2.376 0.009 0.880 0.0165
B2(48jam) 2.519 0.000 1.238 0.000
B3(72jam) 2.981 0.011 1.776 0.017




B1 (24jam) 2.094 0.025 1.034 0.011
B2(48jam) 2.231 0.050 1.601 0.016
B3(72jam) 2.948 0.009 1.749 0.004
B4(96jam) 3.479 0.134 2.147 0.321
Sumber: Data Sekunder Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi
Pangan, 2013.
Lampiran 8. Rumus Perhitungan Aktivitas Enzim α-amilase
Y = 6.375x - 0.054
dari persamaan kurva standar, akan diperoleh nilai x
» 0,1 gr – x = a
» a X Fp = b
» 100
Keterangan :
Fp = Faktor pengenceran = 20
Lama inkubasi = 5 menit
Lampiran 9. Prosedur Pembutan Buffer Fosfat (pH 5)
Larutan stok:
X = asam sitrat (0.1 M)
Y = asam fospat/Na2HPO4 (0,2 M)
Untuk membuat buffer fosfat pH 5 maka dilakukan
pencampuran pada larutan X dan Y:
X Y pH
10,1 ml
(kemudian dilarutkan dalam 1 L
aquadest)
18,3 ml
(kemudian dilarutkan dalam 1 L
aquadest)
5
Lampiran 10. Prosedur Pembuatan Buffer Asetat (pH 5,5; 50mM)
Larutan stok:
X = 0,2 M Asam asetat / 11,55 ml per Liter
Y = 0,2 M Natrium asetat/ 16,4 gram dalam 1 liter
X Y pH
14,8 ml 35,2 ml 5
pH buffer disesuaikan dengan menambahkan Natrium asetat sampai pH
larutan mencapai ph 5,5.
Lampiran 11. Prosedur Pembuatan Larutan Lugol
I2 = 3 gr
KI = 30 gr
Kedua bahan tersebut dicampur dan dilarutkan dalam 1 L aquadest
Lampiran 12. Gambar Kulit Kakao Basah dan Kulit Kakao Kering
Kampiran 13. Gambar Larutan Mineral
Lampiran 14. Penggoresan Kultur Kapang ke Media Agar Miring
Lampiran 15. Gambar Media Pertumbuhan Kapang Aspergillus oryzae
dan Aspergillus niger.
Lampiran 16. Proses Pembotolan Enzim
